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Unser Zeichen: K 2794 - sch / wd 

Durchf lufieinrichtung sowie ihre Verwendung zum Binden von 
Polymeren an Membranoberf lachen 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Durchf luSeinrichtung 
sowie ihre Verwendung zum 3inden von Polymeren an Membran- 
oberf lachen, aeren position doru uLei Aj-wimucLd f ^Lgclcgt 
wird. Insbesondsre wird diese Durchf lufieinrichtung bei einem 
Verfahren zur Synthese von membrangebundenen Molekiilbi- 
bliotheken eingesetzt. 

Die Festphasensynthese von Cligomeren oder klsineren 
organischen Verbindungen an quellbaren oder nicht quellbaren 
Tragermaterialien fir.det meistens an Harzen aus relativ 
inarten Polyir.eren (z.B. hochvernetzterr. Polystyrol) statt, die 
zu kleir.er. ^or.odispersRn Kiigelchen odsr zu Pulvern mit einer 
definierte-i 7ah1 vor. funktionellen Gruppen an ihrer Oberflache 
gefertigt sind. Nach Abschlufi der Synthese bzw. entsprechender 
Zr.tschutzur.gsprozsdursn, die in getrermten Reaktionskammern 
stattfinden, konnen diese Produkte in geeigneten Gefafeen 
auf gef angen werder. . Das ursprur.gliche Raster, also die 
Anordnung bei der Synthese geht dabei verloren oder rr.ufi durch 
aufwendige MaSnahmen wiederhergestelit werden, z.B. durch 
Umpipettieren. Mit dieser Methods ist es danit fast unmoclich 
ganze Molekiilbibliotheken aufzubauen. 

Desweiterer. gibt es die Synthese' von "spatially addressable 
combinatorial libraries", also Molekiilbibliotheken, "bei denen 
die Information iiber die Sequenz bzw. die durchgefuhrten 
chemischen Schritte iiber die x, y- Anordnung festgelegt sind. 
Hier ist insbescndere die parallele Synzhese von "Molekul- 
Arrays" nach der S?OT-Methode (Frank, R. , Tetrahedron 48, S. 
9217-9232, 1992) auf porosen Kembranen hervorzuheben, deren 
hauptsachlicher Nachteil in einem hohen Zeitaufwand sowie in 
einsm nur mangelhaft entwickelten Autamatisierungsgrad 
besteht . 
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Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht deshalb darin, 
eine Vorrichturig berei tzustellen, mit der eine automatisier- 
bare Methode zum Binden von Polymeren, insbesondere zuin Aufbau 
von Molekulbibliotheken, durchgeftihrt werden kaim. 



Die Automa-isierung der Synthese von Molekulbibliotheken auf 
Membranober f lachen erfolgt durch den Binsatz einer 
erf indungsgemaSen Durchf lufieinrichtung. 

Dur chf Iu^I'~'i ln> '"i'*" , '' ^^^rtori yprnp? hri >h^r irur zu Fi Itrat i oris zwecken 
eingesetZT und sind z.B. vor. der Firma Schleicher & Schull, 
37582 Dassal erhaltlich. 



Vortsiihaf terweise wird eine DurchfluSeinrichtung in Form 
eines Synitheseblocks gemaJS Fig. 1 eingesetzt. Die einzelnen 
Teile des' Synrheseblocks sind in den Fig. 2a - 2e gezeigt. 
Dieser Syntheseblock zeichnet sich insbesondere dadurch aus, 
daS ein inertes Material verwendet wird, vorzugsweise Delrin, 
PTFE oder keramische Materialien. 



Der in Fig. 1 gezeigte Syntheseblock zeichnet sich durcn einen 
dreiteiligen Aufbau aus , wobei zwischen Teil I und Teil II 
eine Synthesemembran angeordnet ist. 

Teil I enthalt neber.einander angeordnete Bchrlccher, die einen 
Irmendur chmes s er von ca. 3 mm haben, wobei die Bohrloch- 
Durchmesser r.aturlich jede fur die jeweilige Anwendung 
geeignete Grdlle haben kdnnen. An der Unterseite ist jedes 
Eohrloch durch einen Dichtring, z.B. aus PFTE/Silikon, 
abgedichtet. Die Anzahl der Eohrlqcher betragt mindestens 96, 
verzugswe^se 3 84 oder mehr . 

Teil II weisz vorzugsweise folgenden Aufbau auf: Unterhalb der 
x,y-L6cher vcn Teil I befindet sich eine grobporige Membran 
bzw. Platte, 2.3, aus PE, ?P, pfts oder Delrin, von rr.ehreren 
mm Dicks, vorzugsweise 2-15 mm, ganz bevorzugt 4-10 mm, als 
Unzerlage fiir die vorzugsweise funkticnalisierte Synthesemem- 
bran, die zwischen Teil I und II zu liegen kommt. Die 
Porengrdfie der grobporigen Membran betragt vorzugsweise von 
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100 bis 250 pm, bevorzugt 120 bis 2 C 0 fim. In einer 1. Ver- 
tiefung von Teil II befinden sich eir.e entsprechende Anzahl 
von Bohrlochern, die ebenso wie in Teil I mindestens 96, 
vorzugsweise 384 oder mehr, betragt und auch mit jeweils einem 
Dichtring, z.B. aus PFTE/Silikon, abgedichtet sir.d. In einer 
2. Vertiefung von Teil II wurde zur besseren Durchspiilungs- 
und Absaugmoglichkeit ein Saugkanal zur Anlegung eines Vakuums 
vorgesehen. Durch diesen Aufbau von Teil II, insbesondere 
durch die yiu'uyui.iyc llcirbran air r Jr. tcri?.g<? f nr ~ ^ H cvnt-hpss- 
membran, wire ein angelegtes Vakuum auch auf solche Regionen 
ausgeweitet, die auRerhalb der Dicht-jngsringe liegen. Das 
Ansammeln und Verschlepper. ven unerwtinschten Reagenzien wird 
so verringert- AuSerdem ermoglichi: diese Modif ikaticn, dais mit 
einem einzigen Unterbau (Teil II und III) mehrere Reaktortypen 
(96-Loch, 384-Loch) verwendet werden konnen. 

Tail III enthalt eine Vomchtung in Form mindestens eines 
Ansaugstiicks , um an die Apparatur ein Vakuum anlegen zu 
konnen. Ebenso wie die Teile I und II weist' Teil III 
nebeneinander angeordnete Bohrlocher auf, die vorzugsweise in 
Anzahl und GroEe densr. der Teile I und II entsprechen. Eine 
bevorzugte Modirikation ist das Vorhandensem eines zweiten 
Vakuumkanals in Teil III, der verhindern soil, da£ sich 
Reagenzien am auEeren Rand der Membran ansammeln. Die beiden 
Vakuumbereiche (Vakuumkammer uncer der Membran, Vakuumkanal 
fur die Randbereiche ) sir.d durch Qichtungen, vorzugsweise aus 
Silikon, getrennt und konnen rnic verschiedenen Unterdriicken 
betrieben werden. 

Der Zusaitraenbau der Apparatur erfolgt durch Ubereinanderlegen 
der Teile, webei zur Arretierung noch Sicherungseinrichcungen, 
z.B, in Form von Schnallen, vorhanden sind. 

Die sich zwischen Teil I und Teil II befindliche 
Synches emembran ist eine solche, die sich zum Sinden von 
Polymeren eignet und weist eine PorengroSe von 0,1 bis 1,3 fim, 
bevorzugt 0,2 bis 1,0 jim auf. Eine solche Membran kann aus 
alien auf diesem Gebiet tiblichen Materialien bestehen und 
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scllte vorzugsweise an ihrer Oberflache funktionelle Gruppen, 
wie Hydroxyl-, Amino-, Amid-, Phosphat-, Aikyl-, Halogen-, 
Carboxyl-, Carbonyl-, Thio-, Arylgruppen, Ethengruppen (z.B. 
Vinyl-, Vinyloxy-, Vinyloxycarbonyl sowie die entsprechenden 
rexnen Thio- bzw. gemischten Thio-Analoga) oder Sthingruppen 
tragen. Als Grundmaterialien der Membranen eignen sich Nylon, 
Polyamid,. Cellulose, Poiypropylen, PFTE , Polyolefin, Polyethy- 
len oder Polystyrol, Polyvinylidenf luorid, Glasfiber, PVC, 
Poiymecnyipeni.en, rui^uyi^unv:.; Copolymers [z ^ Fa. 
Hoechst) . Ganz bevcrzugt handelo es sich bei der verwendeten 
Membran um eine Membran aus oberf lachenoxidiertem (hydro- 
philisiertera) Polypropylen, das entsprechend derivaCisiert 
wurde . 

In bevorzugter Weise weisr dis Membran Kompartimente auf, die 
e initial automatisch dadurch entstehen, daS die Membran in der 
Syntheseblock singespannt wird und durch die Dichtringe an der 
Unterseite von Tsil I des Eyr.theseblocks Abschnurungen 
entstehen, die eine seitliche Abgrensung der runden Reakticns- 
flachen bewirken. Die serieli auf zutragenden Reagentien, 
irsbesondsre die aktivierten ^onomere bei der Herstellung 
einer Molekulbibliothek, werden nun exakt dosiert zugegeben, 
um lacerale Kontaninationen zu vermeiden. Das abgegebene 
Volumen sollte so bemessen sein, daS die entscehenden Flecken 
nicht ineinanderlauf en. Alls parallel verlauf enden chemise-hen 
Schritte, z.B. Aufbringen der Waschlosungen, erfcigt im 
tiberschuS, d.h. die Chemikalien verteilsn sich in alien 
Reaktionskammern, werden aber durch ein angeieg-es Vakuum 
durch die interlace nach unten abgesaugt. Seitlich wird 
vcrzugsweise ein weiteres Vakuum angelegt, um tiber-schussiges 
Reagenz abzusaugen (vgl. Fig. 2e) . 

Andererseins konnen schon vorher auf der Membran abgeschweiSte 
Bereiche aufgebracht werden, die exakt den Ldchern der Teile I 
und II des Syntheseblocks entsprschen una in diese eingepaSt 
werden muss en. Dadurch entstehti formal eine den ublichen Syn- 
thesef ormaten identische Anordnung mit relativ kleinen, 
gegeneinander abgegrenzten Membranf lachen. Dies funktioniert 
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in der Weise, daS die Membran in der. Syntheseblock eingelegt 
wire. Durch Abdriicken der Dichtungsringe und Anlegen eir.es 
erhohten Drucks und/oder Temperatur oder durch Abdicbten mit 
einem inerten thermoplastischen Kunststoff (z.5. niedrig 
schmelzendes Polypropylengranulat) unterhalb der Dichtungen 
entstehen einzelne abgetrennte Reaktionskainmem. Reagentien, 
die seriell oder parallel aufgetragen werden sollen, konnen 
nun auch im UberschuS aufgebracht werden, ohne dafi as zu einer 
izt-zzli 1 ^ f^-nr^-mn-n^fi ftn knmint . well die Membrankompartiment e 
gegeneinander abgedichtet sir.d. Es entsteht eine "Spiegelei"- 
Strukiur, deren abgegrenzte Einheiten einen Vorteil 
hinsichtlich der Vermeidung von Kontaminationen und 
Verschleppen von Reaktanter. uber die gesamtfe Membran. 

Reagentien werden uber handelsiiblichs Synthesizer (z.B. 
Spotsynthesizer der Fa. Abimed Analysentechnik, Langenfeld, 
Deutschland) in die LScher von Teil I des Syntheseblocks auf 
die Membrar.oberf lache pipettiert und dort kbvalent durch eine 
chemische Reaktion gebunden. Uberschussige Reagentien bzw. W- 
aschlosungen werden mittels Vakuurn abgesaugt . Dadurch verKurzt 
sich die Zykluszeit erheblich, die Eindung der Polymere an der 
Membranoberf lache und somit der Aufbau einer Molekulbibliothek 
erfolgt um ein Vielf aches schneller. Neben der minimierten 
Synth.esez.eit ermoglicht die nach wie vor vorhandene Membran- 
struktur, dalS die komplette Membran nach beendeter Synthese 
einem Screening-Verf ahren (z.B. Hybridisierung einer 
radioakciv markierten DNA-Sor.de aufgrund spezifischer 
Basenpaarung) unterzogen werden kann. Dies findet statt, ohne 
da3 die Oligomeren in andere GefaSe wie im Stand der Technik 
uberfuhrt werden oder auf anderen Tragern veranxert werden 
miissen. Dadurch 1st gewahrieistet, da£ bei spieisweise die 
gssamte Molekiilbibliothek unter exakt gleichen Bedingungen auf 
spezifische Wechselwirkungen hin uberpriift werden kann. 



Unter Polympren sollen verzugsweise DNA, RNA, Aminosauren, 
Peptide, Proteine, Nukleinsaureanaloga (z.B. PNA, LNA) 
verstanden werden. 
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Die Erfindung wird wsiter anhand der Figuren beschrieben, 
welche zeigen: 

Fig. 1: Synches eblock 

Fig. 2: Aufbau des Syntheseblocks 

a: Syntheseblock Teil I Aufischt 

b: Syntheseblock Teil I Unterseite 

c: Syntheseblock Teil I Unterseite = Bohrloch 

vpT-groftert 
d: Syntheseblock Teil II Aufsich- 
e: Syntheseblock Teil III Aufsicht 

Fig. 3: a: Membran hybridisiert mit d(T) 16 "PyATP 

b: Membran zusatzlich hybridisiert mit d 

(C) 16 "PyATP 

c-. Kontrolle 

Die Erfindung wird welter anhand des Beispiels beschrieben: 

Beispiel 

Membran: hydrophilisiertes Polypropylen, PorengroSe 

0,2 /jiti, umgesetzt rn.it Trisamin-Jef f amin 
500 (bisfunktionelles Amino- 
Polyerhylenglykol) n a c h 
Carbcnyldiimidazoi-Aktivierung 
Eeladung; 0,12 (Jmol/cir/ 

Vorbehandlung: Membran mit einer Mischung aus 2 ml NMP, 

33 jxlDiisopropylcarbodiimid (DIC) , 62,0 mg 
Fmoc-fi-Ala-OH, 2*7,0 mg HOAt eingeschweiSt 
und 3 h bei 37°C inkubiert. 



Reaktionszyklus : 



Capping in 20 ml DMF+600 /x 1 
Essigsaureanhydrid; 30" 

Capping in 20 ml DMF+- 600 ji 1 
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Sssigsaureanhydrid; 2' 

2 x waschen in DM?, 2' und 5' 

2 x waschen in Ethanol, 2' und 5' 

2 x waschen in DM?, 2' und 5' 

entschutzen in 2 0% Piperidin in DMF 

2 x waschen in DM? , 2 ' und 5 ' 

2 x waschen in Ethanoi, 2' und 5' 

2 x waschen in DMF, 2' und 5' 

Farbcr. ir. 2 n m1 riT,nr + f>0 0 ul BPB- 

Stammlosung, 10 mg/ml 

Entfarben in Ezhanol 

trocknen 

Aus alien 2U spottenden Aminosauren wurden 0,3 molare 
Stammlosungen in NMP hergescellt und liber Molsieb bei 4°C 
auf bewahrt . 

Yor asm Spot ten wurde die jeweilige Stammlosung aufgewarmt und 
n-n Verhaltnis 1:1:1 mit 0,3 molarer HQAt-Stanmlasung und 0,4 
molarer DlC-Stammlosung gemischt. Von dieser Mischung wurden 
0,2 fil pre Spec auf die Membran aufgetragen. Dies wurde 3 x 
wiederholt, die Reaktionszeit nach j edem Auftragen betrug 
jeweils 20-40 min. 

Gespottet wurde em 8x12 - Raster im Mikrotiterplattenf ormat . 

Nach jeden Spotzyklus wurde der folgende, an die Apparatur 
gemaS Fig. 1 angepaSte Reaktionszyklus gefahren: 

Capping in 20 ml DMF+600 fi 1 
Essigsaureanhydrid (+ 600 fil Pyridin) ; 200 
fil pro Spot; 10' Reaktionszeit, absaugen 
2 x waschen in DMF ; 200 fil pro Spot; 
permanent absaugen 

2 x waschen in Ethane 1; permanent absaugen 
2 x waschen in DMF; permanent absaugen 
entschutzen in 20 % Piperidin in DMF; 10' 
Reaktionszeit, absaugen 
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2 x was chen in DMF ; 200 \i± pre Spot; 
permanent abs auger. 

2 x waschen in Ethanol; permanent absdugen 
mir.destens 45' trockensaugen. 



Folgende Linkermolekiile werden aufgetragen: 



?moc -Rink-Handle (in Array I, Zeilen 1-4) 
h?w Fmoc-S-Ala-OH (in Array 2 und 3, 
Zeilen 5-3 und 9-12) 
Fmoc-Lys (Dansyl) -OH. 



Danach wurden 10 Zykien mit Fmoc-A (aeg) -OH (Zeilen 1, 5, 9); 
Fmoc-C (aeg) -OK (Zeilen 2, 6, 10); Fmoc-G (aeg3 -OH (Zeilen 3, 7, 
11) bzw. Frr.oc-T (aeg) -OK (Zeilen 4, 8 12) gespottet- 

Die Membran wurde in die 3 Arrays aufgeteilt, Array 1 und 3 
eingef roren . 



Endbehandluncr fiir Array _2: 



Array 2 v/urde 10 min bei RT in 9,5 ml TFA, 500 fil 
Triisobutylsilan inkubiert (Abspal tung der 
Seitsnsc-iutzgruppsn) , 2 x in DMF und 1 x in Ezhanol gewaschen 
und getrccknet. 

Danach wurde Array 2 in Hybridisierungslosung (d(T) 16 "PyATP) 
fur 30' bei RT inkubiert und gewaschen. Die Membran wurde dann 
uber Nacht auf sinem ?hos -phorimager-Screen exponiert. Es 
zeigte sich das in Fig. 3a gezeigte Bild. 

Die Membran wurde anschlieSend gewaschen und zus5.tzlich m 
Hybridisierungslosung (d(C) u "PyATP) fur 30' bei RT inkubiert, 
gewaschen und fiir 4 Tagc auf einen Phosphorimager-Screen 
Gxponierc . Die Signals sind deutlich v/ie in Fig. 3b gezeigt. 

Die Effizienz der ersten Kopplung kann anhand der Fluoreszenz- 
Intensita'c des ersten ankondensierten Bausteins ermittelt 
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werden. In diss era Fall wurde Fmoc-Lys (Dansyl ) -CH als erster 
Baustein eingesetzt. wird dieser Fluoreszenz-Label wahrend der 
Synthese an bestinunten Punkten nur eingesetzt, kann iiber die 
relative Intensitat die Kondensaticnsausbeute bestiramt werden. 
Es ergibt sich bei 353 run (normals UV-Lampe) das in Fig. 3c 
gezeigte fiild. Kieraus laSt sich erkennen, dafi die Verteilung 
der Spots punktuell stattfand und keine Kreuzkontamination 
erfolgt. 
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Patentanspr-iiche 



2) 



3} 



4) 



Durchf lulSeinrichtur.g mit mindsstens dreiteiligem Aufbau 
(Teil I - III) , wobei 



Teil I nebeneinander angeordnete Bohrlocher 



einen Dichtring abgedichtet sind, 
Teil II eme grobporice Membrar.; in einer 1. 
Vertiefung nebeneinander angeordnete Bohrlo- 
cher, die jeweils durch einen Dichtring 
abgedichtet sind; und in einer 2. Vertiefung 
einen Saugkanal zum Anlegen eines Vacuums 
enthalt, 

Teil III in einer 1. Vertiefung nebeneinander 
angeordnete Bohrlocher, die jeweils durch einen 
Dichtring abgedichtet sind, und mindestens 
einen AnsctiuS zurn Anlegen ernes vakuums 
enthalt. 



Durchf luSeinrichtung nach Anspruch 1, wobei sich zwischen 
Teil I und Teil II eir.e Synthesemembran , die zur Bindung 
von Polyrr.eren befahigt ist, befindet. 

Durchf luSeinrichtung nach Anspruch 2, wobei die 
Synches smembran f unktionalisiert ist. 

Durchf lufieinrichtung nach Anspruch 2 oder 3, wobei die 
Synthesemembran aus Nylon, Polyamid, Cellulose, 
Polyprcpylen, PFTE, Polyolefin, Poiyethylen oder 
Polystyrol, Polyvir.ylidenf lucrid, Glasfhber, ?VC, Polyme- 
thylpenten oder Polynorbornen-Copolymere ist. 

Durchf lufieinrichtung nach Anspruch 3 oder 4, wobei die 
Synthesemembran Hydroxy 1-, Amino-, Amid-, Phosphat-, 
Alkyl-, Halogen-, Carboxyl-, Carbonyl-, Thio-, 



thalt, 
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7) 



9) 



Arylgmppen, Sthengruppen (z.B. Vinyl-, Vinyloxy-, Vinyl- 
oxycarbonyl sowie die entsprechenden reinen Thio- bzw. 
gemischcen Thio-Analoga) oder Ethingruppen aufweist. 

Durchf luSeinricheung nach einem del" vorhergehenden 
Anspiriiche, wobei Teil III zwai Anschliisse zum Anlegen von 
Vakuum aufweist. 

Durc'hr luS e i nr i ch fcung nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, wobei die grobporige Membran in Teil II aus 
Polyethylen, Polypropylen , PFTE oder Delrin besteht. 

Durchf lufieinrichtung nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, wobei die Durchf luSeinri chtung aus einem 
inerten Material aufgebaut ist. 

Durchf lufieinrichtung nach Anspruch 8, wobei das inerte 
Material Delrin, ?TFS oder kerand.sch.es Material ist. 

Verwer.dung der Durchf luSemricbtung nacn eir.em der 
vorhergehenden Anspriiche zum Binden von Polymeren an 
Membranoberf lachen . 

Verwendung nach Anspruch 10, wobei es sich urn den Aufbau 
von .nembrangebundenen Molekulbibliotheken handelt. 



12) Verwendung nach Anspruch 10 oder 11, wobei die Polymeren 
bzw. Molekulbibliotheken DNA, RNA, Aminosaurer. , Peptide, 
Proteinen, Nukleinsaureanaloga umfasser.. 
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Zu s ammenf a s sung 

Die vorliegende 3rfindur.g betrifft eine Durchf luSeinrichtung 
sowie ihre Verwer.dung zum Binder, von Polymeren an Membran- 
oberf lachen, deren Position dort iiber x , y-Parameter festgelegt 
wird. Insbesondere wird diese Durchf luSeinrichtung -bei einem 
\ r 2r*2h±'?n " 11T " vynrh^^p ucy, membranaebundenen Mclekiilbi- 
bliotheken eingesetzt . Eine erfindungsgemaEe 
Durchf lufieinrichtung in Form eines Syntheseblocxs ist in Fig. 
1 gezeigt* 



